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Resumen

La fitorremediacion es una tecnologia innovadora que consiste en utilizar plantas
vivas y los microorganismos asociados a su rizésfera para la remediacion in situ
y ex situ de suelos, lodos, sedimentos y aguas contaminados a través de la remo-
cion, degradacion o estabilizacidon de los contaminantes. Esta tecnologia tiene un
gran potencial para la remediacion de sitios contaminados por sus bajos costos y
por lo amigable con el medio ambiente. Existen varias especies vegetales que es
posible usar en la fitorremediacion de suelos contaminados con metales pesados.
Se ha demostrado que Cerdia congestiflora es capaz de tolerar y acumular plomo,
ya que presenta un FBC de 1.05. Sin embargo, debido a su pequeno tamano, no se
puede emplear en la fitorremediacién de suelos contaminados (Salas-Luevano et
al., 2009). El objetivo de este trabajo fue inducir poliploidia en C. congestiflora me-
diante la utilizacién de colchicina in vitro, a fin de producir plantas de mayor tama-
fio que pudieran ser candidatas para el saneamiento de suelos contaminados con
plomo y otros metales pesados. Se obtuvieron plantas con un tamano superior a
las control, a partir de semillas que fueron embebidas 48 y 96 h en soluciones de
colchicina al 0.05 y 0.1%. Los ejemplares se multiplicaron y se enraizaron in vitro,
se usaron diversos reguladores del crecimiento vegetal y posteriormente se acli-
mataron. Se determiné la poliploidia considerando el fenotipo, contenido de ADN
gendmico y didametro nuclear.
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Introduccion

La actividad minera genera suelos contaminados
con residuos solidos y semisolidos mediante la pro-
duccion de desechos comtinmente llamados «jalesy,
que se caracterizan por sus limitaciones fisicas, qui-
micas y biologicas para el establecimiento de la cu-
bierta vegetal, los riesgos a la salud humana y al me-
dio ambiente (Puga et al., 2006).

Zacatecas tiene mas de 450 afos de tradicion mi-
nera con la consecuente acumulaciéon de residuos.
Contiene metales pesados como el Pb, Cd, As, ele-
mentos que no tienen funciones metabolicas cono-
cidas y que son toxicos a muy bajas concentraciones
(Méndez-Prieto et al., 2009). Zn, que es esencial para
los seres vivos pero puede llegar a ser toxico confor-
me aumenta su concentracion. Hg, que se us6 en el
proceso de amalgamacion para la extraccion de oro
y plata; fue usado desde mediados del siglo XVI has-
ta mediados del siglo XIX, actualmente varias micro-
cuencas del estado estan contaminadas con ese ele-
mento (Rodriguez et al., 2011).

En el municipio de Guadalupe, las comunidades
de La Zacatecana y Osiris son las zonas con mayo-
res concentraciones de metales pesados (As, Pb y Hg),
hasta 8 veces mas que las concentraciones recomen-
dadas por la PROFEPA (Santos-Santos ef al., 2006).
En Vetagrande se han detectado concentraciones
de hasta 400 mg de Pb por kg de suelo residencial,
que es el valor maximo permitido conforme a la
NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004.

Una tecnologia empleada para remover los me-
tales pesados de suelos contaminados es la extrac-
cion por plantas que han desarrollado esa capaci-
dad, esto es conocido como fitorremediacion. Esas
plantas absorben, concentran y precipitan metales
toxicos hallados en suelos contaminados, es la me-
jor forma de remediar areas contaminadas, donde
los contaminantes estan presentes a relativamen-
te bajas concentraciones y de manera superficial
(Rulkens, et al., 1998).

Biotecnologia y Sustentabilidad

Por su parte, Cerdia congestiflora es una planta que
crece en suelos contaminados con desechos mineros,
en lugares cercanos a la ciudad de Zacatecas; por ello
es posible afirmar que esta adaptada a tales condi-
ciones y que es capaz de tolerar, traslocar y acumular
cantidades relevantes de plomo. Sin embargo, aun-
que se presenta todo el aflo y tiene un buen factor
de bioconcentracion (FBC) de 1.05, no es candidata a
utilizarse para fines de fitorremediacion debido a su
pequena biomasa (Salas-Luévano et al., 2009).

A pesar de lo anterior existen estrategias biotec-
noldgicas para incrementar el tamaiio, el vigor y la
tolerancia a ambientes desfavorables a las plantas,
entre ellas se encuentran la induccién de poliploidia
mediante el uso de colchicina. En este trabajo se ob-
tuvieron in vitro plantas poliploides, resultaron ser de
mayor tamano que las plantas obtenidas de semillas
no tratadas con colchicina.

Metodologia
Material biologico

Se utilizaron semillas que se colectaron de plantas
silvestres maduras de C. congestiflora, localizadas en
la zona contaminada con jales provenientes de la
Mina El Bote. Esta se ubica en Morelos, Zacatecas y
se aproxima a las comunidades Francisco I. Madero
y Noria de Gringos, pertenecientes a los municipios
de Zacatecas y Morelos, respectivamente.

Se seleccionaron 1200 semillas de C. congestiflo-
ra, se lavaron con agua y jabon, a continuacion se
sumergieron en alcohol etilico 70% durante un mi-
nuto; se colocaron en una solucién de hipoclorito de
sodio comercial (cloralex) al 10% durante 25 min; fi-
nalmente, se enjuagaron cuatro veces con agua des-
tilada estéril. Para inducir poliploidia, las semillas se
mantuvieron en una solucién de colchicina al 0, 0.01,
0.05 y 0.1%, durante 0, 48 y 96 h, lo que hizo un total
de 12 tratamientos con 100 semillas cada uno. Las se-
millas tratadas se sembraron en medio de cultivo se-
misoélido MS, sin reguladores del crecimiento vegetal.
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Determinacion de poliploidia

Se seleccionaron los ejemplares con un fenotipo di-
ferente a las plantas control. Plantas con mayor altu-
ra, con hojas mas anchas y de un verde mas oscuro.
Para aumentar la cantidad de material biologico,
las plantas control y las que tuvieron un fenotipo de
nuestro interés, se multiplicaron suplementando el
medio nutritivo con la citocinina BA a concentracio-
nes de 0, 1.0, 2.0 mg/Ly la auxina AIB a concentra-
ciones de 0y 0.2 mg/L (en combinacién), para dar un
total de seis tratamientos.

Contenido de ADN genémico

La cantidad de ADN de células poliploides es mas al-
ta si se compara con las células diploides. El conteni-
do de ADN se incrementa proporcionalmente con el
incremento del nivel de ploidia, por lo tanto la mis-
ma unidad de masa de tejido diploide y poliploide
tiene diferente cantidad de ADN; el cual puede ser
determinado mediante espectrofotome-tria al selec-
cionar una longitud de onda de 260 nm (Hasnain
Raza et al., 2003).En este estudio el ADN de las plan-
tas regeneradas fue extraido por el método de CTAB,
de 500 mg de muestra.

Diametro nuclear

Las células con nucleo poliploide son generalmen-
te mas grandes que las células de la misma especie
vegetal con nucleo diploide. Se ha reportado que
existe una fuerte correlacion entre el tamano del
genoma y el volumen celular. Las células de gran
tamano tienen mas ADN nuclear, y en eucariontes
los nticleos son méas grandes. Esta correlacion se da
en células de plantas superiores (Goff & Coleman,
1987).

Con base en lo anterior, se tomd como muestra
una hoja por cada planta, considerada poliploides y
otra de las plantas control. Las hojas se «clarearon»
con Metil Salicilato, a fin de eliminar al maximo
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pigmentos que pudieran interferir durante la obser-
vacion de los nticleos celulares.

Las hojas montadas en portaobjetos, cubiertas y
selladas, se observaron en un microscopio Confocal
marca Carl Zeiss, modelo LSM 6 Pascal. A partir de
las fotografias tomadas, se midi6 el diametro nu-
clear y se hicieron las comparaciones entre plantas
control y poliploides.

Enraizamiento

Para inducir un sistema radical vigoroso en los dos
tipos de plantas, se probaron cuatro diferentes tra-
tamientos: 1) MS 1X sin fitohormonas, 2) MS 0.5X, 3)
MS 1X con 0.5 mg/l de AIB y 4) MS 1X suplementado
con 0.5 g/1 de carbon activado. Una fraccion de esas
plantas consideradas ya clonas en esta fase fueron
destinadas para mantenerlas in vitro y otra fraccion
para llevarlas a la etapa de aclimatacion.

Aclimatacion

Se consideraron 20 vitroplantas con un sistema ra-
dical bien desarrollado, abundante y vigoroso. Se
extrajeron las plantas de los medios de cultivo, se
elimin6 cuidadosa y totalmente el agar de sus rai-
ces; manera individual a macetas conteniendo una
mezcla de peatmoss y tierra de cultivo en una pro-
porcion del 49.5% de cada componente, mas el 1%
del fertilizante de liberaciéon lenta ozmocote triple
14. El trasplante se realiz6 al humedecer el sustrato.
Los vasos con las plantas se cubrieron con una bolsa
plastica transparente, se ligo ésta. En forma gradual
se elimind la cubierta en el lapso de dos semanas.

Resultados y discusion
Tratamientos para inducir poliploidia
La cantidad de semillas germinadas en promedio

para todos los tratamientos fue de 46.66%, luego de
cuatro semanas de iniciado el proceso con colchici-
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na. Sin embargo, sélo en los tratamientos de 0.1% de
colchicina con 48 y 96 h se produjeron plantas con
una gran variacion fenotipica, determinada a las 16
semanas después de iniciado el tratamiento. En la
figura 1 se aprecia una planta control y una planta
poliploide que presenta hojas mas anchas y una al-

tura mayor.

Figura 1. Se muestra a la derecha una planta de C.
congestiflora poliploide con hojas anchas, y a la izquierda
una planta control.

En el cuadro 1 se expone un comparativo de al-
gunos parametros morfologicos entre plantas con-
trol y plantas poliploides.

Cuadro 1
Valores medios de los parametros morfologicos de

plantas poliploides y de plantas control

Parametros Control Poliploides
(mm) mm
Distancia intermodal 3.06 9.5

Color de la hoja B =180 B=93
G =198 G =129
R=28 R=31

Biotecnologia y Sustentabilidad

Carga cromosémica

Sélo en los tratamientos 0.1% de colchicina de 48 y
92 h germinaron 21 y 18 semillas respectivamente;
de las 39 semillas germinadas fue posible obtener
tres plantas con el fenotipo deseable: una planta en
el primer tratamiento y dos en segundo. Se extrajo
ADN gendmico de ambos tipos de plantas por el mé-
todo de CTAB. La concentracion de éste se cuantifico,
por lo que la planta control tuvo 4.9 ug/ml, mientras
que las plantas poliploides tuvieron una concentra-
cion de 20.3 pug/ ml.

Diametro nuclear

Las hojas clareadas y montadas en el portaobjetos se
observaron al microscopio Confocal. Se registraron
las caracteristicas senialadas en el siguiente cuadro.

Cuadro 2
Comparacion de parametros anatémicos de hojas
de plantas control y de plantas poliplides

Tipode  Relacion  No. No. Longi-

C/T
planta N/C  E/mm? T/mm? tuddeE /
f(l)?lrtle 0.3579 16 28 50 1
Sj?ptlii G 04444 36 1 18 6

Donde: N = Ncleo; C = Célula; T = Tricoma; E = Estoma.

De acuerdo con lo registrado se comprobd que el
nucleo de las células de las plantas poliploides es de
mayor diametro con respecto a las plantas control.
Cada tricoma de las plantas control se compone por
una sola célula, mientras que las poliploides tuvieron
tricomas segmentados conformados por seis células
cada uno. También se observé una escasa presencia
de tricomas en las plantas poliploides, que presenta-
ron un 225% mas estomas por mm? que las plantas
control, aunque de un tamarfio muy reducido. En la
figura 2 se indican segmentos de hoja de una planta
control y de una poliploide.
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Multiplicacion de plantulas

La tasa mas alta de multiplicacion para las plantas
control y poliploides se logr6 con el tratamiento 1
mg/L de BA con 0 mg/L de AIB, seguida de 0 mg/L
de BA con 0.2 mg/L de AIB o de 1 mg/L de BA con
0.2 mg/L de AIB. Se obtuvo una tasa media de multi-
plicaciéon de 5.5 para el primer tratamiento, y de 4.4
para los dos segundos tratamientos.

Figura 2. La imagen A corresponde a una planta control,
donde se aprecian estomas de gran tamano. En B, planta
control con gran cantidad de estomas. En C, células de
planta poliploide con nticleos de tamafio mayor que

los de las plantas control. En D, tricoma segmentado
conformado por seis células, mientras que en las plantas
control son unicelulares.

Enraizamiento

Se obtuvo un sistema radicular abundante y vigo-
roso con el tratamiento MS suplementado con 0.5
mg/L de ATB, tanto en plantas control como en plan-
tas poliploides. En los otros tres tratamientos proba-
dos, luego de 6 semanas de iniciado el proceso no
hubo respuesta alguna.

Aclimatacion

La aclimatacién no pudo lograrse cuando las plan-
tas se extrajeron del frasco y fueron trasplantadas en
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el sustrato ya senalado. Sin embargo, se efectué una
aclimatacion del 30% cuando las plantas libres de res-
tos de agar se trasplantaron en condiciones de asepsia,
en frascos con peatmoss estéril. Bajo esas condiciones
se hizo una preaclimatacion durante dos semanas;
luego, durante otras dos semanas se mantuvieron en
macetas con el sustrato sefialado y cubiertas con una
bolsa plastica, ésta se perford gradualmente.

Conclusiones

Se generaron plantas poliploides de C. congestiflora
mediante el uso de colchicina, a la tinica concentra-
cion de 0.1% a partir de semillas que estuvieron en
contacto con dicho alcaloide por un periodo de 48
y 96 h. Las células poliploides presentaron nucleos
de mayor tamano y estomas mas pequetios que las
c¢lulas de las plantas control.
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